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摘  要 
神经导向分子最初因在神经系统发育中具有重要作用而被广泛研究，近年来
的研究发现，其在血管新生和肿瘤发展等方面也发挥着重要的调控作用。Netrin-1
的受体主要包括 UNC5 和 DCC 两大家族，其中 UNC5B 是首个被证实参与血管
发育调控的 UNC5 家族成员，DCC 是早在 1990 年被发现并命名的重要抑癌基因。
许多研究证实，神经导向分子 Netrin 及其受体参与肿瘤发生发展，其中在细胞的
存活，凋亡，侵袭迁移和肿瘤血管新生等方面均有重要作用，但相关分子机制的
研究还少见报道。本实验室前期研究发现，通过干扰和过表达实验技术，证实在
乳腺癌细胞中敲减UNC5C能够促进乳腺瘤细胞在体内和体外增殖、迁移和侵袭，
在 MDA-MB-231 细胞中过表达 UNC5C 则可以抑制肿瘤细胞的体外增殖、迁移
和侵袭，在此基础上，确定本课题探讨 UNC5C 调控乳腺癌发生发展作用的具体
分子机制，从而较为全面的定义 UNC5C 在乳腺癌中的作用。 
我们用已建立的乳腺癌稳转细胞株为研究对象，探讨 UNC5C 影响乳腺癌侵
袭转移的分子机制。根据肿瘤转移过程中的粘附、侵袭、转移三阶段，我们首先
检测 UNC5C 对乳腺癌细胞粘附能力的影响，发现敲减 UNC5C 可促进 SK-BR-3
细胞的体外粘附能力，过表达 UNC5C 的细胞粘附能力下降，同时在蛋白水平检
测了粘附相关的 FAK,Src 分子的磷酸化情况；根据相关研究，我们又选取了 FAK、
Src 可调控的与侵袭转移相关的 PI3K/AKT,ERK/MAPK,p38/MAPK 信号通路，检
测其关键作用分子，结果发现，磷酸化的 AKT、ERK、p38 都有明显变化。其次
根据前期体外侵袭转移实验，我们分别在分泌活性水平、mRNA 水平、蛋白质
水平检测了与侵袭直接相关的 MMPs 家族分子的变化情况，结果显示起主要作
用的 MMP-9 在活性水平、mRNA 水平、蛋白质水平均有变化，MMP-2 无明显
变化，MMPs 其他一些成员在 mRNA 水平也有明显变化。为了验证这些信号通
路是否参与调控乳腺癌细胞体外的粘附、侵袭转移，我们通过用相应分子的特异
性抑制剂处理细胞，结果发现这些抑制剂的加入都可一定程度抑制 UNC5C 诱发
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的促进乳腺癌细胞粘附、侵袭转移，且 UNC5C 促进的 MMPs 表达上调也被抑制。
最后，体内裸鼠尾静脉注射转移实验，也证实过表达 UNC5C 可抑制乳腺癌的侵
袭转移。 
综上所述，我们的研究结果发现，UNC5C 可通过活化 FAK、Src 激酶，激
活 PI3K/AKT、ERK/MAPK、p38/MAPK 信号通路，抑制相关通路的激活抑制分
子，三条信号通路共同作用调控下游 MMPs 的表达，直接影响乳腺癌细胞的侵
袭转移，本研究初步揭示了 UNC5C 调控乳腺癌粘附、侵袭转移所涉及的分子机
制，有关其他调控机制和更为具体的作用机制，有待进一步研究。 
关键词：乳腺癌  UNC5C  粘附  侵袭转移 
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ABSTRACT 
Axon guidance molecules (AGM) systems due to play an important role in 
the development of nervous system and  has been widely studied, previous studies 
found that they are also play an important role  in the aspect of angiogenesis and 
tumor development . Netrin-1 receptor mainly includes UNC5 and DCC two 
families, of which UNC5B is the first proved to be involved in the regulation of 
vascular growth of UNC5 family members, DCC is back in 1990 was discovered 
and named as the important tumor suppressor gene. Many studies have confirmed tha 
axon guidance molecules (AGM) Netrin and their  receptors are involved in the 
occurrence and development of tumors  through regulations of tumor cell survival, 
migration and tumor angiogenesis, but the research of molecular mechanism is still 
rare. Our previous study found that  confirmed that knockdown of UNC5C in breast 
cancer cells, to promote breast tumor cells proliferation, migration and invasion in 
vivo and in vitro , overexpression of UNC5C can  inhibit tumor 
cell proliferation, migration and invasion in MDA-MB-231 cells. On the basis of 
this, we set up this subject to explore the molecular mechanism of receptor UNC5C 
regulated the development of breast cancer, and thus will have more comprehensive 
definition of UNC5C in breast cancer. 
We use the established  breast cancer stable cell lines as the research object, to 
explore the molecular mechanism of UNC5C regulated the breast cancer invasion and 
metastasis. According to  the three stage of the tumor metastasis process ，
including adhesion, invasion and migration ,we first examined the effect of UNC5C 
on the cell adhesion ability of breast cancer, we found that knockdown of UNC5C can 
promote the adhesion ability of SK-BR-3 cells, decrease the overexpression of 
UNC5C cell adhesion ability, at the same time we detect the molecule associate with 
adhesion ,that FAK and  Src phosphorylation  on protein level. According to research , 
we have selected the FAK, Src can control associated with the invasion and metastasis 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
ABSTRACT 
4 
 
of PI3K / AKT, ERK / MAPK, p38 / MAPK signaling pathway , its key role in the 
molecular detection and found that the phosphorylation of AKT, ERK, p38 has 
changed significantly. Secondly, according to the pre- invasion and metastasis 
experiments in vitro, we were in the secretory activity levels , mRNA and protein 
level to detect a change in circumstances directly related to the invasion of MMPs 
family of molecules , the results show plays a major role in MMP-9 activity levels , 
mRNA levels , protein levels were changes , MMP-2 had no significant change ,  
another members of the MMPs are significant changes in mRNA levels. To verify 
whether these signaling pathways participate in the regulation of breast cancer cells in 
vitro adhesion , invasion and metastasis , we treated the cells by a specific inhibitor of 
the corresponding molecule , and found that the inhibitors can inhibite the 
UNC5C-induced breast cancer cell adhesion, invasion and miagration , and 
upregulation of MMPs UNC5C promotion is also suppressed . Finally , in vivo in 
nude mice intravenously injected transfer experiments also confirmed UNC5C 
overexpression inhibits the invasion and metastasis of breast cancer. 
In summary, our study found that ,UNC5C by activating FAK, Src kinase , 
activating PI3K / AKT, ERK / MAPK, p38 / MAPK signaling pathway , inhibiting the 
activation pathway associated inhibitory molecules , three downstream signaling 
pathways regulating joint action expression of MMPs , directly affects the invasion 
and metastasis of breast cancer cells , this study reveals UNC5C regulation of breast 
cancer preliminary adhesion , invasion and migration molecular 
mechanisms ,involved in the regulation of the relevant mechanisms and other more 
specific mechanism of action. 
Key words : breast cancer;UNC5C; Adhesion;invasion and migration 
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前 言 
1.1 UNC5 家族及其配体  
1.1.1 UNC5 家族及其配体的结构 
UNC5 家族是神经导向分子 Netrin 家族的受体。迄今为止,已确定的神经导 
向因子及其相应受体主要有四个高度保守的家族 : netrin—DCC/UNC5H、
slit—Robo、ephrin—Eph、semaphori[1]。Netrin 在多个物种中均属于结构高度保
守的神经导向因子，在哺乳动物中，主要包括三种分泌型蛋白：netrin-1、netrin-4
（ β-netrin）、netrin-2(鸡中)/netrin-3(鼠中)以及两种膜锚定的糖基磷脂酰肌醇修
饰的 Netrin G1 和 Netrin G2，在果蝇中，netrin 家族包括 netrin-A 与 B，而在线
虫中，仅有一种 netrin 蛋白 UNC-6[2]。所有 Netrin 家族成员结构都与层粘连蛋白
相关，包括 V ，VI ，C 三个结构域。其中 Netrin-1，Netrin-3 的 N 端序列与层
粘连蛋白 γ链同源，Netrin-1 的 V 结构域包含 3 个表皮生长因子样重复（EGF-like 
repeats），半胱氨酸残基数和空间间隔都与层粘连蛋白保持一致[3]，而 Netrin-4
（β-netrin）、Netrin G1 和 Netrin G2 在结构上更多地与层粘连蛋白 β链同源，C
结构域与层粘连蛋白没有同源性，但是氨基酸序列与金属蛋白酶组织抑制剂
（TIMPs）相似[4]。（图 1.1a） 
   在哺乳动物中，Netrin 的受体主要包括两大家族：DCC 家族和 UNC5 家族。
其中，DCC 和 Neogenin 属于免疫球蛋白超家族成员，其胞外部分主要包括免疫
球蛋白结构域和纤连蛋白Ⅲ型结构域（FN-Ⅲ），其胞内所含的三个保守结构域
可与下游信号分子相互作用。UNC5 家族主要包括 UNC5A、UNC5B、UNC5C
和 UNC5D 四个跨膜蛋白分子，其胞外部分由两个免疫球蛋白结构域和两个凝血
酶敏感蛋白Ⅰ型结构域（TSP1）构成，胞内部分主要包括一个 ZU5 结构域、一
个 DCC 结合结构域以及一个死亡结构域（DD）[2, 5]。(图 1.1b)。除了主要的 DCC
和 UNC5 家族受体外，还存在多种 Netrin 受体：膜结合的腺苷受体 A2B，整合
素 α6β4（integrin），整合素 α3β1，唐氏综合症细胞黏附分子（DSCAM，down 
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syndrome cell adhesion molecule）。其中，关于 A2B 如何参与 Netrin-1 识别和信号
传导仍然未知[6, 7]。 
在配受体结合方面，目前已经发现 Netrin-1 可与 DCC，Neogenin，UNC5A-D，
DSCAM，integrin α6β4 和 integrin α3β1 结合[8]。Netrin-1 是具有吸引和排斥双重
功能的神经导向分子，在神经轴突生长导向的过程中，Netrin-1 与不同受体分子
结合，行使的功能则不同：Netrin-1 与 DCC 结合后起吸引轴突的作用，而与 UNC5
受体结合后可起到排斥轴突的作用[9, 10]。Netrin-1 在神经导向上的这种双重功能
具有种间保守性。在线虫、果蝇及小鼠中，通过功能丧失实验已证实，DCC 参
与介导由 Netrin-1 引发的吸引作用[9, 11]。类似地，UNC5 受体的功能丧失实验证
实Netrin-1引发的排斥作用依赖UNC5受体的存在[9, 10, 12]。Hong等人证实在DCC
与 UNC5B 结合后,DCC 介导的吸引作用可转变为排斥作用[13]。Netrin 及其受体
在除神经以外的一些组织中也有表达，在这些组织中主要参与调控细胞迁移、粘
附、细胞凋亡等生理活动[14]。 
 
 
 
图 1.1  Netrin 及其受体 UNC5 和 DCC 的结构[2]。（a）分泌型 Netrins 的 N 端序列与层粘连
蛋白 β或者 γ链的 V 和 VI 结构域同源。Netrins 的 C 端结构域与层粘连蛋白并不同源。（b）
UNC5 和 DCC 家族受体结构域：DCC 的胞外主要包括四个免疫球蛋白（Ig）结构域和六个
纤连蛋白蛋白 III 型（FN-III）结构域，胞内包括三个高度保守的 P1，P2，P3 结构域;UNC5
的胞外包括两个免疫球蛋白结构域和两个血小板反应蛋白 I 型（Thbs1）结构域，胞内有一
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个 ZU5 结构域，一个 DCC 结合（DB）结构域和一个死亡（DD）结构域。 
FIG1.1 neural guidance Netrin-1 and its receptor DCC and UNC5 
1.1.2  UNC5 及其配体家族在发育中的作用 
Netrins 最初的广泛研究是因其作为神经导向因子在神经发育中发挥作用[15, 
16]，早期在线虫中的研究发现：unc-5、unc-40、unc-6 可共同导向神经生长，这
一发现为神经领域科学作出巨大贡献。在此基础上，神经导向分子 Netrin-1 及其
受体 UNC5、DCC 等其他受体的陆续被发现，更进一步证实和丰富这一导向分
子的作用。近些年的研究又发现，UNC5 及其配体家族在胚胎发育过程中起着重
要作用，其主要包括调控神经导向、血管新生、细胞迁移和形态发生等过程[17]。 
在神经系统发育中：神经元间精确联系的建立对于神经系统的发育是至关重
要的, 神经与其靶细胞之间精确联系的形成需要依靠多种细胞外诱向因子介导，
实现这些因子通过作用于轴突生长锥上的相应受体而诱导或排斥轴突生长，从而
决定了轴突的生长路线以及轴突与特定靶细胞的功能联系[1]。在配体方面：通过
Netrin-1 基因缺陷小鼠证实缺乏 Netrin-1 可导致胼胝体、前连合、海马连合等不
[18, 19]能形成，这些严重的神经系统发育缺陷使得小鼠在出生几小时后出现死亡
[17]；Srinivasan 等[20]研究发现 Net rin-1 不仅对脊髓联合神经元有吸引作用, 还能
抑制其凋亡。在脊椎动物外周神经发育过程中, Netrin-1 可使滑车神经轴突远离
中线生长, 对背根神经节神经元也起着排斥作用。Masuda 等[21]发现 Netrin-1 突
变的小鼠背根神经节不能正确形成, 外源性补充 Netrin-1 能得以纠正。DCC 基
因敲除小鼠的表型与敲除 Netrin-1 的表型非常相似，而且 Netrin-1 和 DCC 双敲
除小鼠的连合轴突停滞且无法到达腹侧中线。UNC5A 敲除小鼠胚胎可存活并培
养至成体，但神经元凋亡程度降低[22]。UNC5B 基因敲除的小鼠在胚胎形成期由
于心力衰竭和大量脉管系统被破坏导致小鼠在胚胎发育过程中即死亡 [23]。
UNC5C 失活小鼠则表现出运动失调和小脑细胞迁移缺陷[24]。 
这些基因敲除小鼠的研究，结合 Netrins-DCC/UNC5 在其他模式动物中的研
究，揭示了这一家族在神经发育过程中可引导神经细胞和轴突迁移，影响轴突分
支和突触形成。最近的研究还发现，在成熟的中枢神经系统中，该家族参与调控
细胞间的相互作用。 
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    在血管系统发育中：神经系统与脉管系统结构相近, 神经元和血管在生长
方式上也表现出惊人的相似性。近年来越来越多研究显示UNC5及其配体家族  
在神经系统外也有广泛的分布并发挥作用。其中，受体UNC5B与其配体Netrin-1
这一分子系统对血管发育具有重要的调控作用，Netrin-1对血管的形成既有正向
作用又有负向作用, 具体机制还不明确。 
在对 UNC5B 基因敲除小鼠的研究中，Lu 等发现在后脑，神经管，体节间
血管或颈内动脉中均表现出过多的毛细血管分支和顶端细胞伪足异常延伸[23]，
提示 UNC5B 在血管生长和导向过程中起着排斥性因子的作用。用重组 Netrin-1
蛋白处理 UNC5B-/-小鼠出芽动脉环或者视网膜，内皮端细胞丝状伪足无任何反
应，而在野生型小鼠中，丝状伪足发生收缩，这说明 Netrin-1 抑制血管出芽的功
能是通过 UNC5B 介导[23]。成体新血管的出芽过程，包括 bFGF 诱导 Matrigel plug
血管侵入同样也可被重组 Netrin-1 蛋白所抑制。外源表达 Netrin-1 可以排斥表达
UNC5B 的猪动脉内皮细胞，这种排斥作用需要通过 UNC5B 的胞内结构域传递
信号[25]。这些证据表明 UNC5B 的激活抑制了内皮细胞伪足延伸，通过负调控毛
细管分支从而参与了血管形成，提示 Netrin-1 通过 UNC5B 起抑制血管新生的功
能。 
然而，也存在许多与上述结果截然相反的研究，Wilson 等[26] 通过抑制斑马
鱼的Netrin-1 mRNA 的表达, 将抑制血管新生, 同时还发现在小鼠后肢局部缺血
位置的肌肉细胞中注射表达Netrin-1和Netrin-4的质粒可以诱导血管新生位置血
管平滑肌细胞的募集从而加速血管新生，表明Netrin-1 在脊椎动物发育过程中对
促进血管生成起着一定的作用。Epting等[27]进一步证实了斑马鱼netrin1a失活与
PAV血管缺失相关，同时还证明netrin1a，UNC5B和调控Rac1的ELMO1-DOCK180
复合体在斑马鱼血管发育信号通路级联放大过程中起着重要作用。Park 等[28]通
过细胞培养比较Netrin-1 、VEGF 及血小板源性生长因子(platelet derived growth 
factor , PDGF)对内皮细胞的作用, 结果显示Netrin-1 也具有促进内皮细胞增殖、
迁移和粘附的作用, 还能增强VEGF 的作用。Nguyen等 [29]报道Netrin-1与其受体
DCC 结合，可增加一氧化氮的含量，诱导血管生成。这些研究则又表明Netrin-1
起着促进血管新生的作用。 
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对于上述两种截然相反的结果，Castets[30]认为，由于 UNC5B 胞内结构域存
在 Death domain，单独存在时时激活可诱导细胞凋亡，而 netrin1 与 UNC5B 结合
则有效抑制 UNC5B 诱发的细胞凋亡。因此对 Lu[23]等人的实验结果可解释为，
敲除 UNC5B 阻断了 UNC5B 激活的凋亡通路，使得存活的血管内皮细胞增多，
因而造成 UNC5B 敲除小鼠中血管密度增加。而 Wilson[26]的实验结果中，敲除
netrin1a 使得 UNC5B 诱发的细胞凋亡通路得到激活，血管内皮细胞数量减少，
因而造成斑马鱼血管密度的降低。在 Castets 的实验体系中，netrin1 的确具有抗
细胞凋亡的作用，UNC5B 沉默可引发 Caspase3 活性的显著降低，显示 UNC5B
与凋亡信号通路有关。然而 Castets 的实验结果并不能解释 Navankasattusas [31]的
实验结果，即条件性敲除血管内皮细胞中的 UNC5B，发现只有胎盘中的血管密
度显著减少。针对 Navankasattusas 的实验结果，Mehlen[32]认为，在 Navankasattusas
等人所用的 unc5b 基因敲除小鼠模型中，4 号到 13 号外显子均被敲除，而这部
分外显子编码了 UNC5B 蛋白的 Ig 结构域、TSP 结构域、跨膜区和 ZU5 结构域，
虽然作者认为这样使 unc5b成为失效的等位基因，但是表达 Death domain 的 16
和 17 号外显子未被敲除，仍可以表达出一个蛋白片段，有可能产生促细胞凋亡
的作用，进而产生抑制血管新生的表型。 
1.1.3  UNC5 受体在肿瘤发生发展中的作用 
越来越多的研究结果显示 Netrin-1 受体成员作为潜在抑癌基因而存在。除
在神经和血管组织以外，UNC5A、B、C 在子宫、结肠、乳腺、肺等九种正常组
织及其相应肿瘤中均有表达，且在肿瘤组织中呈现普遍的下调趋势[33] ，在结直
肠癌中，这种下调尤为明显,UNC5C 有高达 74%-77%的下调。Bernet[34]等人研究
发现，在小鼠中敲除 UNC5C,小鼠肿瘤发生几率并没有变化，说明 UNC5C 的缺
失不足以引发肿瘤生成，而在腺瘤性结肠息肉 Apc（APC+/1638N）和 UNC5C 敲除
的小鼠中肿瘤的侵袭性则大大增加。多数 Apc 缺失的小鼠能诱发初级的腺瘤，
而 Apc 与 Unc5c 双缺失的小鼠却能诱发腺癌。这些数据显示 UNC5C 基因与肿瘤
的发生存在密切关系。 
有研究表明 UNC5C 在大肠癌中具有抑癌因子的作用：在缺少内源 UNC5C 
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